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CAPSULES A ECORCE MINERALE POREUSE DANS LESQUELLES SONT IMMOBILISEES DANS UN MILIEU 
BIOLOGIQUE LIQUIDE, UNE OU PLUSIEURS MATIERES BIOLOGIQUES, LEURS PROCEDE DE 
PREPARATION ET UTILISATIONS. 

L'invention a pourobjet une capsule min^rale consti- 
tuee d'une 6corce mineraie et cfun noyau Hquide dans le- 
quel est immobilisee, au moins une rnatiere active 
biologique. 

Elle se rapporte en outre k un precede de preparation 
desdites capsules ainsi qu'a leurs utilisations. 
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La presente invention a pour objet de nouvelles capsules £ §corce 
min§rale poreuse au sein desquelles sont immobilis§es, dans un milieu liquide, 
une ou plusieurs matures actives biologiques. 

5 D'une manfere g6n6rale, les techniques ^immobilisation de 

matures actives visent a limiter et plus preferentiellement a faire obstacle £ leur 
migration libre dans un milieu environnant. 

II existe deux m6thodes generates ^immobilisation : 
La premiere methode consiste £ lier la mature active a 
10 immobiliser £ une surface de type support soit par adsorption (interactions de 
type ionique, liaisons Van der Waals), soit par liaison covalente ou via un 
compost intermediaire. 

La seconde methode vise en revanche a retenir physiquement la 
mattere active a I'interieur d'une matrice solide ou poreuse telle qu'un gel 
15 stabilise. 

Cette seconde approche est largement utilisee pour 
rimmobilisation de matferes actives biologiques de type cellules ou enzymes 
par exemple. On precede le plus couramment a une encapsulation physique 
des matieres actives biologiques considerees d I'interieur d'une matrice 
20 polym6rique. 

Le materiau decapsulation doit en fait repondre a plusieurs 

exigences : 

— II doit contribuer £ assurer la stability de la structure et 
I'activite de la matifere active immobilisee ; 

25 - II doit poss6der une porosite suffisante pour controler la 

diffusion de la matfere active immobilisee et le cas §ch§ant ses echanges avec 
le milieu environnant et 

- II doit permettre le cas ech6ant une ^utilisation ais6e de la 
matifere active immobilisee. 

30 Les materiaux les plus frequemment mis en ceuvre pour proc6der 

a ce type d'immobilisation sont les gels hydrocolloTdes. A titre illustratif de ces 
gels, on peut notamment citer les gels naturels tels que les alginates et les 
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carraghenanes. Toutefois cfautres reseaux polymeriques de nature synthetique 
ont egalement ete deve!opp6s comme celui a base de polyacrylamide. 

Ce type decapsulation est generalement obtenu par addition de 
la matidre active £ immobiliser sous la forme d'une suspension dans una 
5 solution aqueuse d'un pr§curseur du materiau ^encapsulation. La solution de 
pr6curseur y est ensuite transform6e en gouttelettes generalement par 
dispersion. Enfin, ces gouttelettes sont stabilises sous forme de billes dans 
lesquelles la mature active est pieg6e, soil par polymerisation ou tout autre 
type de reticulation. 

10 II a egalement ete propose cfencapsuler des enzymes dans una 

structure poreuse de nature min£rale. La technique ^encapsulation retenue est 
alors apparentee a la technique sol-gel. Selon ce mode ^encapsulation, on 
initie Phydrolyse et la polycondensation cfun alcoxyde metallique dans Teau ou 
en milieu hydroalcoolique, on y disperse Penzyme et la composition resultants 

is est ensuite gelifiee puis s6chee. 

Comparativement a des matrices organiques & base d'un gel 
naturel de type alginate ou carraghenane, ces matrices inorganiques sont 
particulierement avantageuses. Leur resistance mecanique est 
considerablement accrue. Elles presentent gen6ralement un caractere 

20 hydrophile ainsi qu'une meilleure stabilite aux solvants et aux pH. Qui plus est, 
elles sont stables en milieu salin concentre contrairement aux matrices 
organiques d base d'alginate par exemple. 

Toutefois, tout comme les systemes decapsulation matriciels 
organiques, ces matrices inorganiques sont inadapt6es au conditionnement de 

25 matidres actives biologiques necessitant d'etre conservees dans un milieu 
liquide. Par ailleurs, la faible porosite de ces systemes, en raison de leur 
caractere matriciel, constitue un obstacle & la croissance de matieres actives 
biologiques et au maintien de leur activite. 

30 La pr6sente invention a pr6cis6ment pour objet de proposer un 

nouveau mode ^encapsulation, particulierement avantageux dans la mesure 
ou il permet justement de conserver des matieres actives biologiques dans un 
environnement liquide propice a la conservation de leur structure et activite et le 
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cas echeant leur developpement interne tout en les protegeant efficacement 
contre toute degradation susceptible de leur etre occasionnee par le milieu 
environnant. 

5 La presente invention a done pour premier objet une capsule 

min6rale constitute d'une ecorce mintrale et d'un noyau liquide dans lequel est 
immobilisee au moins une matiere active biologique. 

Au sens de la presente invention on entend couvrir sous la 
10 denomination matiere active biologique toute molecule, cellule ou organisme 
possedant un interet industriel en raison de son activite biologique. 

A titre illustratif de ces matieres actives biologiques, on peut 
notamment citer les organismes cellulaires comme les microorganismes de 
type bacteries, levures, champignons et algues, les cellules d'origine animate 
is ou vegetale. les enzymes ou proteines de type anticorps par exemple. 

II s'agit plus preferentiellement de cellules ou organismes vivants. 
Comme exemples de molecules biologiquement actives, on peut 
plus particulierement mentionner les enzymes telles les hydrolases, nucleases, 
oxydases, proteases, isomerases et analogues. 
20 II peut en particulier s'agir d'oxydoreductases telles les alcools 

deshydrogenases, les oxygenases et les glucose deshydrog£nases, de 
transferases comme la D-glutamyl transferase, de lyases comme les fumarase 
et aspartase, cfhydrolases comme les lipases, nitrilehydratases, lactases et 
acylases ainsi que d'isomerases. II peut tgalement s'agir de proteines ou de 
25 complexes proteiques de type cytochrome C, h§mbglobine f myoglobine, 
transferrine ou superoxyde dismutase ou d'anticorps. 

Comme exemple de bacteries, on peut plus particulierement citer 
les bacteries lactiques et les bacteries de Tenvironnement. 

30 Par opposition aux systemes d'encapsulation classiques §voquts 

ci-dessus, la matiere active biologique est dans le cas de la presente invention 
non pas adsorbee sous une forme dispersee au sein d'une matrice mais 
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concentree dans un milieu liquide qui est isole du milieu environnant par una 
6corce min§rale. 

Au sens de la pr6sente invention, on entend par milieu liquide, un 
milieu apte £ assurer la conservation de Pactivite et la structure et/ou la survie et 
5 le cas echeant le developpement interne d'une matiere active biologique, ce 
milieu etant sous une forme fluide de type liquide. A ce titre, il differe des 
milieux de type alginate ou carragh6nane qui s'apparentent eux & des milieux 
sous forme gel. 

II peut notamment s'agir du milieu biologique natural de la matters 
10 active biologique immobilis6e. G6n6ralement ce milieu biologique liquide est ou 
derive d'un milieu aqueux. 

Bien entendu, ce milieu liquide peut etre tamponn§ et/ou 
supplements en oligo-elements, sucres, sels et tout autre agent nutritif 
susceptible d'etre nScessaire a la conservation de Pactivite et la structure et/ou 
is la survie et le cas echSant au developpement interne de la matiere active 
biologique immobilisee. 

Ces matieres actives, selon leur caractere hydrosoluble, sont soit 
solubilisSes ou disperses dans le milieu liquide. 

L'6corce min§rale obtenue selon le precede de Pinvention a pour 
20 double avantage de protgger efficacement le milieu liquide et la ou les 
matiere(s) active(s) qu'il contient, et le cas 6ch6ant de permettre ses echanges 
avec le milieu environnant des capsules. Ceci est notamment realist en 
ajustant le degre de porosite des capsules min6rales obtenues selon Pinvention. 

Selon une premiere variante de Pinvention, les capsules minerales 
25 obtenues peuvent etre non poreuses. Cette specificite est plus particulierement 
avantageuse lorsque Pon souhaite essentiellement assurer une protection 
efficace du milieu liquide, incorporant au moins une mature active biologique, 
vis £ vis de son milieu environnant. Par opposition aux microcapsules obtenues 
par polycondensation interfaciale et qui sont constitutes cfune §corce 
30 organique, les capsules obtenues selon Pinvention sont beaucoup plus 
r6sistantes mScaniquement, thermiquement et chimiquement en raison du 
caractere mineral de leur 6corce. Dans ce cas particulier, le milieu aqueux et le 
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cas 6cheant la mattere active qu'il contient sont liberes gen6ralement par 
fractionnement de la capsule ou encore par degradation induite de celle-ci. 

Selon une seconde variante de I'invention, les capsules obtenues 
peuvent etre poreuses et cette porosite est controlable. Ceci presente un 
5 interet significatif lorsque I'on souhaite, outre proteger le milieu liquide et la 
matiere active qu'il contient, permettre ses ^changes avec le milieu environnant 
desdites capsules. 

En fait, cet ajustement de la porosite de mfeme que celui de la 
taille des capsules sont accomplis a travers principalement le choix du materiau 
10 mineral constituant J'ecorce minerale ou plus pr6cis6ment le choix du 
pr§curseur de ce materiau. Cet aspect de I'invention est discute de manfere 
plus detaillee ci-apres. 



La presente invention est done particulierement avantageuse dans 
is la mesure ou elle propose un mode de conditionnement fiable, compatible avec 
le developpement interne des matferes actives immobilisees et modulable en 
fonction de la nature et la quantite de matfere(s) active(s) immobilisee(s). 

La preservation au sein de la capsule d'un milieu liquide qui peut 
etre le milieu biologique naturel de la matiere active immobilis6e est une 
20 garantie d'un fonctionnement prolonge de ladite matidre active, fonctionnement 
qui peut par exemple se traduire par une production de metabolites ou etre 
enzymatique. 

La nature minerals de I'6corce des capsules revendiqu§es 
constitue une barrfere de protection efficace a la matfere active biologique vis-S- 
25 vis du milieu environnant tout en autorisant le cas 6cheant ses echanges avec 
celui-ci. 

La taille des capsules etant maitrisable, elle peut etre ajustee en 
fonction des contraintes liees a la dimension des matieres actives d encapsuler 
ou encore au nombre de ces matteres actives biologiques. 
30 Enfin, cette capsule est prepar§e dans le cadre de la presente 

invention dans des conditions op§ratoires suffisamment douces pour ne pas 
affecter I'integrite desdites matieres actives. La matiere active a immobiliser 
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rYest en effet pas expos^e lors de son conditionnement £ des valeurs de 
temp6rature et le cas 6cheant de pH susceptibles de lui porter prejudice. 

En ce qui concerne la composition de I'ecorce min§rale, elle est 
5 constitute cfau moins un oxyde et/ou hydroxyde d'aluminium, de silicium, de 
zirconium et/ou d'un m£tal de transition. 

Par metal de transition on entend plus particulierement les metaux 
de la quatrieme p6riode allant du scandium au zinc dans la mesure ou ceux-ci 
sont bien entendu compatibles en terme d'innocuite avec 1'application visee. II 
10 s'agit plus particulierement d'un oxyde ou hydroxyde de titane, manganese, fer, 
cobalt, nickel ou de cuivre. 

Bien entendu, cette 6corce min§rale peut comprendre des oxydes 
et/ou hydroxydes de natures differentes. 

Conviennent plus particulierement & la pr6sente invention les 
15 oxydes et/ou hydroxydes de silicium, aluminium, titane et de zirconium. 

Selon un mode pr§f§rentiel de I'invention, les capsules 
comprennent une Scorce min§rale £ base d'au moins un oxyde de silicium. 

De manifere g6n§rale, la taille des capsules selon Finvention peut 
20 fetre comprise entre 1 et plusieurs dizaines de micrometres. La taille des 
particules du materiau mineral constituant I'ecorce de ces capsules peut varier 
pour sa part entre 1 et 200 nm. 

En ce qui concerne plus particulierement I'epaisseur de I'ecorce 
min^rale, elle peut varier entre 1 et 200 nm. 
25 On peut egalement caracteriser ces capsules par la quantity de 

milieu liquide que I'ecorce mintrale retient en introduisant le parametre 
retention de la capsule. Celui-ci correspond au rapport de la masse du milieu 
liquide contenue dans la capsule et celle de I'ecorce mintrale. 

Lorsque I'ecorce est trop poreuse, la retention de la capsule est 
30 faible. On peut dont faire varier la retention des capsules en fixant la taille des 
particules du materiau constituant I'ecorce min6rale ainsi que I'epaisseur de 
cette demtere. 
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La presente invention a egalernent pour objet un procecte utile 
pour preparer des capsules minerales conformes a la presente invention ledit 
proced6 comprenant 

1 ) la mise en emulsion (fun milieu liquide contenant au moins una 
5 matiere active biologique au sein cfune seconde phase non miscible avec ledit 

milieu liquide de mani&re d Fy disperser sous forme de gouttelettes, 

2) la mise au contact, au sein de I'emulsion inverse ainsi obtenue, 
d'au moins un compost hydrolysable et polycondensable de zirconium, silicium, 
aluminium et/ou un metal de transition dans des conditions de temperature et 

10 de pH propices d la formation d'un pr6cipite constitue de I'oxyde ou I'hydroxyde 
correspondant et 

3) la recuperation des capsules minerales ainsi form§es et le cas 
§ch§ant leur purification, 

ledit procede etant caracterisd en ce que la formation du pr6cipite mineral dans 
is la seconde 6tape est conduite en presence d'un systeme tensioactif amphiphile, 
present au niveau de Pemulsion et capable de concentrer le depot des 
particules minerales dudit pr6cipite form6 & Hnterface des gouttelettes et de la 
seconde phase et de bloquer efficacement leur diffusion au sein desdites 
gouttelettes. 

20 Le systeme tensioactif amphiphile propose selon Tinvention a pour 

avantage de bloquer le phenomfene de diffusion naturel des particules 
minerales vers le centre des gouttelettes. 

Au sens de I'invention, on entend designer par systeme tensioactif 
amphiphile soit un compost unique au niveau duquel coexistent deux regions 

25 dotees de solubilites tres differentes et suffisamment eloign^es Tune de I'autre 
pour se comporter de mantere ind§pendante, soit une association cfau moins 
deux composes possSdant des solubilites tr£s differentes tels un premier 
compose £ caractere hydrophile et un second compose & caractere 
hydrophobe. G§n§ralement ces deux regions ou composes comprennent 

30 respectivement au moins un groupement hydrophile et une ou plusieurs 
longues chaines £ caractere hydrophobe. 

En consequence, le systeme tensioactif mis en oeuvre selon 
I'invention peut etre represents par un compost unique et qui sera alors 
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introduit pr6alablement a la realisation de la seconde etape c'est-a-dire Petape 
d'hydrolyse et de polycondensation ou encore r6sulte d'une interaction in situ 
d'au moins deux composes comme par exemple un tensioactif organosoluble 
initialement present dans la seconde phase g£n6ralement organosoluble et un 

5 compose hydrosoluble present dans le milieu liquide g§n§ralement aqueux. On 
peut egalement envisager un couplage ou une complexation entre un premier 
agent organosoluble et un second agent organosoluble & caractere ionique 
comme un ammonium quaternaire. Les deux composes se rencontrent £ 
Tinterface des gouttelettes formees lors de la mise en Emulsion. De part leur 

10 interaction, ils contribuent cfune part d stabiliser le systeme en diminuant la 
tension interfaciale £ Tinterface des gouttelettes et agissent vraisemblablement 
comme une barriere sterique ou electrostatique. 

Dans le proc6de revendique, est plus particulierement pr6fere le 
is mode de realisation mettant en ceuvre au moins deux composes distincts 
capables d'interagir pour conduire £ un systeme tensioactif apte a s'opposer 
efficacement £ la diffusion des particules minerales dans les gouttelettes 
aqueuses et £ stabiliser ladite emulsion. 

Le systeme tensioactif propose selon I'invention comprend de 
20 preference au moins un tensioactif dote d'une valeur HLB inferieure d 7. 

Le terme HLB designe le rapport de I'hydrophilie des groupements 
polaires de la molecule de tensioactif sur I'hydrophobie de la partie lipophile de 
cette mfeme molecule. 

Dans ce cas particulier, les deux composes sont de preference 
25 respectivement presents dans le milieu liquide, g6neralement aqueux et la 
seconde phase generalement organosoluble et interagissent Tun vis d vis de 
Tautre lors de la mise en emulsion du milieu liquide dans ladite seconde phase. 

Cette option a pour avantage de conferer a I'emulsion 
correspondante une stabilite satisfaisante des sa formation. Qui plus est, il 
30 s'avere possible, si n6cessaire, en seiectionnant de manifere appropriee les 
agents constituant le systeme tensioactif amphiphile, d'ajuster le pH a une 
valeur compatible avec la matiere active. 
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En ce qui concerne la mise en emulsion, elle peut etre r6alis6e en 
appliquant une 6nergie mecanique cf agitation intense aux deux phases initiates, 
et/ou une sonication. La taille des gouttelettes obtenues & Tissue de I'etape de 
mise en 6mulsion peut etre comprise entre environ 0,1 et une dizaine de ^jrn. 

5 

Le compost present au niveau du milieu liquide, g6neralement 

aqueux possede de preference une action viscosifiante. 

Plus particulierement, ce compost peut etre un compos§ choisi 

parmi les sucres et leurs derives. Conviennent & ce titre les oses (ou 
10 monosaccharides), les osides et les polyholosides fortement depolym6ris6s. On 

entend des composes dont la masse mollaire en poids est plus particulierement 

inferieure a 20 000 g/mole. 

Parmi les oses on peut mentionner les aldoses tels que le 

glucose, mannose, galactose et les cetoses tels que le fructose, 
is Les osides sont des composes qui resultent de la condensation, 

avec elimination d'eau, de molecules d'oses avec des molecules non 

glucidiques. Parmi les osides, on prefere les holosides qui sont form6s par la 

reunion de motifs exclusivement glucidiques et plus particulierement les 

oligoholosides (ou oligosaccharides) qui ne comportent qu'un nombre restraint 
20 de ces motifs, c'est-a-dire un nombre en general inferieur ou 6gal £ 10. A titre 

d'exemples cfoligoholosides on peut mentionner le saccharose, le lactose, la 

cellobiose, le maltose. 

Les polyholosides (ou polysaccharides) fortement d§polym6ris6s 

convenables sont decrits par exemple dans I'ouvrage de P. ARNAUD intitul§ 
25 "Cours de chimie organique", GUTHIER-VILLARS editeurs, 1987. Plus 

particulierement, on met en ceuvre des polyholosides dont la masse moteculaire 

en poids est plus particulierement inferieure a 20 000 g/mole. 

A titre d'exemple non limitatif de polyholosides fortement 

d6polymerises, on peut citer le dextran, I'amidon, la gomme xanthane et les 
30 galactomannanes tels que le guar ou la caroube. Ces polysaccharides 

presentent de preference un poids de fusion sup6rieur a 1 00°C et une solubilite 

dans I'eau comprise entre 10 et 500 g/l. 
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Conviennent egalement a I'invention la gomme arabique, la 
gelatine et leurs derives gras comme les sucroesters rfacides gras, les 
carbohydrates alcools de type sorbitol, mannitol, les carbohydrates ethers 
comme les m6thyl-, ethyl-, carboxymethyl- hydroxy§thyl- et hydroxypropyl- 
5 ethers de cellulose et les glycerols, penta£rythrol, propyleneglycol, ethylene 
glycol, les diols non visqueux et/ou alcools polyvinyliques. 

II s'agit de preference d'un hydrocolloTde. A titre representatif de 
ce type de composes on peut notamment citer les alginates, les 
polysaccharides de type gomme naturelle comme les carraghenanes, la 
10 xanthane et le guar et tout particulferement les derives de cellulose. 

De mantere prefer6e, il s'agit d'un derive de cellulose et plus 
preferentiellement de Thydroxyethylcellulose. 



Le ou les tensioactif(s) generalement organosoluble(s) pr§sent(s) 
is au niveau de la seconde phase peuvent etre choisi(s) parmi les alcools gras, 
les triglycerides, les acides gras, les esters de sorbitan, les amines grasses, ces 
composes etant ou non sous une forme polyalcoxylee, les lecithines 
liposolubles, les polyalkyienes dipolyhydroxystearates, les sels d'ammonium 
quaternaires, les monoglycerides, les esters de polyglycerol, le polyricinoleate 
20 de polyglyc6rol et les esters lactiques. 

Les alcools gras comprennent g6n§ralement de 6 a 22 atomes de 
carbone. Les triglycerides peuvent etre des triglycerides d'origine vegetale ou 
animale (tels que le saindoux, le suif, I'huile cfarachide, I'huile de beurre, I'huile 
de graine de coton, I'huile de lin, Phuile d'olive, I'huile de poisson, I'huile de 
25 coprah, I'huile de noix de coco). 

Les acides gras sont des esters cfacide gras (tels que par 
exemple I'acide oleique, I'acide stearique). 

Les esters de sorbitan sont des esters du sorbitol cyclists cfacide 
gras comprenant de 10 a 20 atomes de carbone comme I'acide laurique, I'acide 
30 stearique ou I'acide oleique. 

Selon un mode pr6fer6 de I'invention, ce tensioactif est un ester 
de sorbitan tel que defini ci-dessus et plus preferentiellement le sesquioieate de 
sorbitan. 
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Comme ii ressort de I'expose precedent, le compost present dans 
le milieu liquide generalement aqueux doit interagir avec le tensioactif present 
dans la seconde phase generalement hydrophobe pour conduire a un systeme 
tensioactif capable de constituer une barriere de diffusion efficace d regard des 
5 particules du precipite mineral. En consequence, leurs choix respectifs doivent 
fetre effectues en tenant compte de cet imperatif. 

Bien entendu la nature de la matiere active a encapsuler de mfeme 
que la composition de Tecorce minerale des capsules pr6par§es selon 
invention sont egalement des elements determinants dans le choix du systeme 
10 tensioactif et Tappreciation des quantites respectives des deux composes 
correspondents. Ces ajustements relevent en fait des competences de I'homme 
de I'art. 

Dans le cas particulier ou est privilegi6e selon I'invention la mise 
en ceuvre cPun unique compose de type amphiphile conviennent tout 
is particulierement ceux repondant a la formule generate I : 

R 2 — (A) n — [N (CHR ^-N-Q 

B B I 

20 dans laquelle : 

R 2 represente un radical alkyle ou alcenyle comprenant 7 a 22 
atomes de carbone, Rt represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle 
comprenant 1 a 6 atomes de carbone, A represente un groupement (CO) ou 
(OCH 2 CH 2 ), n vaut 0 ou 1 , x vaut 2 ou 3, y vaut 0 & 4, Q represente un radical 

25 -R3-COOM avec R 2 representant un radical alkyle comprenant 13 6 atomes de 
carbone, M represente un atome d'hydrogene, un metal alcalin, un metal 
alcalino-terreux ou encore un groupement ammonium quaternaire dans lequel 
les radicaux lies £ Fatome cfazote, identiques ou differents, sont choisis parmi 
I'hydrogene ou un radical alkyle ou hydroalkyle possedant 1 a 6 atomes de 

30 carbone, et B represente H ou Q. 

De preference, M represente un atome d'hydrogene, le sodium, le 
potassium et un groupement NH 4 . 
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Parmi ces tensioactifs correspondents a la formule I, on met plus 
particulierement en oeuvre les derives amphoteres des alkyl polyamines comme 
I'amphionic XL* le Mirataine H2C-HA® commercialises par Rhodia Chimie ainsi 
que I'Ampholac 7T/X® commercialises par Berol Nobel. 
5 On peut egalement mettre en ceuvre un tensioactif principal non- 

ionique dont la partie hydrophile contient un ou plusieurs motif(s) saccharide(s). 
Lesdits motifs saccharides contiennent generalement de 5 a 6 atomes de 
carbone. Ceux-ci peuvent deriver de sucres comme le fructose, le glucose, le 
mannose, le galactose, le talose, le gulose, I'allose. I'altose, I'idose, farabinose, 

10 le xylose, le lyxose et/ou le ribose. 

Parmi ces agents tensioactifs a structure saccharide, on peut 
mentionner les alkylpolyglycosides. Ceux-ci peuvent etre obtenus par 
condensation (par exemple par catalyse acide) du glucose avec des alcools 
gras primaires (US-A-3 598 865 ; US-A-4 565 647 ; EP-A-132 043 ; EP-A-132 

15 046 ; Tenside Surf. Det. 28, 419, 1991, 3 ; Langmuir 1993, 9, 3375-3384) 
presentant un groupe alkyle en C4-C20, de preference de I'ordre de 1,1 a 1,8 par 
mole d'alkylpolyglycoside (APG) ; on peut mentionner notamment ceux 
commercialises respectivement sous les denominations GLUCOPON 600 EC®, 
GLUCOPON 650 EC®, GLUCOPON 225 CSUP®, par HENKEL. 

20 A titre illustratif, la concentration en systeme tensioactif amphiphile 

peut etre comprise entre environ 1% et 10% en poids par rapport a la phase 
organosoluble. 

Selon un mode preferential de ('invention, le tensioactif incorpore 
au niveau de la seconde phase generalement organosoluble, est un ester de 
25 sorbitan et plus preferentiellement le sesquioleate de sorbitan. Quant au 
compose incorpore dans le milieu liquide, il s'agit preferentiellement d'un derive 
de cellulose et plus particulierement de I'hydroxyethyle de cellulose. 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, la matiere de 
I'ecorce minerale derive de I'hydrolyse et la polycondensation d'un ou plusieurs 
30 alcoxydes de formule II. 

M(R)„(P) m II 

dans laquelle : 
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- M repr6sente un element choisi parmi le titane, manganese, fer, cobalt, 
nickel, silicium, aluminium ou zirconium, 

- R est un substituant hydrolysable, 

- n est un entier compris entre 1 et 6, 

5 — P est un substituant non hydrolysable et 

- m est un entier compris entre 0 et 6. 

Selon un mode prefere de invention : 

- M est choisi parmi la silice, I'aluminium, le titane et le zirconium, 

- R est un groupement choisi parmi les groupements alkoxy et/ou aryloxy en 
10 Ci a Cis et de preference en C2 a Cs et n est un entier compris entre 2 et 4 

et 

- P est un groupement choisi parmi les groupements alkyles en Ci £ Cs, 
aryles ou alcenyle en C 2 £ 

En ce qui concerne R, il s'agit de preference d'un groupement 
15 alkoxy en Ci a C6 et plus preferentiellement en C2 £ C4. Ce groupement alkoxy 
peut le cas 6ch6ant etre substitu6 par un groupement alkyle ou alkoxy en Ci £ 
C 4 ou un atome d'halogene. Dans la formule generate II, R peut repr§senter des 
groupements alkoxy identiques ou differents. 

Bien entendu, on peut mettre en oeuvre plusieurs composes de 

20 formule II. 

Comme discute pr§c£demment, il s'av^re possible d travers Is 
choix de ce compost hydrolysable et polycondensable mineral d'ajuster la 
porosite et la taille des capsules. 
25 De meme, on peut conferer un caractere plus ou moins 

hydrophobe a la capsule en jouant sur la nature et par exemple la longueur des 
chaines alkyles et/ou alcoxy constituant ce compost hydrolysable et 
polycondensable mineral. 

30 Gen§ralement, I'hydrolyse et la polycondensation de ce 

pr6curseur min6ral s'accomplissent soit spontanement par mise en presence de 
celui-ci avec I'emulsion soit sont inittees par ajustement du pH et/ou de la 
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temperature de Pemulsion £ une valeur propice a leur manifestation. Cet 
ajustement peut notamment relever de la presence dans Temulsion d'ions 
hydrosolubles comme NH 4 OH, NaOH ou HCI ou organosolubles de type 
amines. Ces ajustements relevent de la competence de I'homme du metier. 

5 Selon une variante prefer6e de la prSsente invention, recorce 

minerale obtenue selon invention est a base cf oxyde de silicium. Elle derive de 
la precipitation d'au moins un silicate. 

Comme silicate convenant a la pr£sente invention, on peut plus 
particulterement citer le tetramethylorthosilicate, TMOS, le 

10 tetra6thy!orthosilicate f TEOS , le tetrapropylorthosilicate, TPOS, les 
alkylalcoxysilanes et les halogSnoalkylsilanes. 



Selon un mode de realisation particulier de I'invention, la capsule 
min6rale est obtenue par formation d'un precipite mineral en presence d'un 
is agent d'hydrolyse et de condensation dudit compose. 

L'hydrolyse de ces alcoxydes de silicium peut se faire aussi bien 
en catalyse acide qu'en catalyse basique sous reserve que les oxydes et/ou 
hydroxydes correspondants soient obtenus sous une forme pulverulente. 

De preference on met en ceuvre un alcoxyde de silicium comme le 
20 tetraethylorthosilicate, TEOS, en presence d'ammoniaque, ^ titre d'agent 
d'hydrolyse et polycondensation. 



La seconde phase est generalement une phase huileuse non 
miscible avec le milieu liquide generalement aqueux et est de preference 
25 composee d'une huile choisie parmi les huiles veg6tales, animates et 
min6rales. II peut par exemple s'agir d'une huile parrafinique ou d'une huile de 
silicone. 

Toutefois, on peut egalement envisager de mettre en oeuvre 
d'autres solvants organiques comme les solvants perfluor6s sous reserve que 
30 ces solvants soient utilises dans des conditions appropriees, par exemple sous 
forme d'un melange pour conduire d une emulsion avec le milieu liquide. 
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A titre de seconde phase convenant tout particulierement £ 
I'invention, on peut notamment citer le solvant Isopar® qui est une isoparrafine 
commercialism par la societe Exxon Chemicals. 

Cette seconde phase comprend au moins un tensioactif 
5 g6n6ralement organosoluble qui est de preference choisi parmi les esters de 
sorbitan et plus preferentiellement est represents par le sesquioleate de 
sorbitan. 



En ce qui conceme le milieu liquide gendralement aqueux, il 
10 comprend au moins un hydrocolloide, 6ventuellement Pagent d'hydrolyse et de 
polycondensation du pr6curseur hydrolysable et polycondensable mineral. 

En ce qui concerne I'hydrocolloide, il s'agit de preference d'un 
derive de cellulose et plus preferentiellement de Thydroxyethylcellulose. 

is Les capsules minSrales selon finvention sont particulierement 

interessantes pour des utilisations dans les domaines de fermentation 
biomedicaux, alimentaires et en industrie chimique. 

On peut ainsi envisager cTimmobiliser, au sein des capsules 
revendiquees, des cellules possedant une activite interessante pour la 
20 production de produits pharmaceutiques, de metabolites et/ou de reactifs 
comme des intermediates de synthase chimiques ou pharmaceutiques ou 
encore des polymdres biod6gradables. 

L'immobilisation selon I'invention de microorganismes de type 
levures ou bact§ries est £galement particulierement interessante pour Industrie 
25 alimentaire et tout particulierement pour les industries laitiere et viticole. 

Des enzymes immobilis6es selon I'invention peuvent repr§senter 
pour leur part des reactifs de choix dans de nombreux procedes de fabrication 
industries pour des methodes catalytiques ou analytiques. 

De m£me on peut envisager de mettre en oeuvre des capsules 
30 selon I'invention d base de cellules vivantes ou coenzymes dans le traitement 
des eaux usees ou des dechets. 
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Les exemples et la figure qui suivent sont pr6sentes £ titre 
illustratif et non limitatif de I'objet de la presente invention. 

Figures : 

5 - Figure 1 : Photographie par microscopie en balayage 

(MEB) de capsules selon I'invention incorporant E. coli. 

Figure 2 : Visualisation d'E. coli encapsulee par 
microscopie electronique de transmission (MET). 

10 Matiferes premieres : 

Isopar M* (EXXON) Densite £ 1 5°C : 0,786 

Arlacel 83® (ICI) Sesquiol6ate de sorbitan 

HEC (SIGMA ALDRICH) Hydroxyethylcellulose 

15 Solution aqueuse d'ammoniaque (NH 4 OH) Densite a 20°C : 0,880 

Concentration en NH 3 : 20 % 

Silicate de methyle : Si(0Me) 4 Masse molaire : 156 g 

Densite a 20°C : 1,032 

20 Tampon phosphate de sodium a pH 7. 

Escherichia Coli K12 exprimant une p-galactosidase. 
Exemple 1 : Encapsulation de E. Coli 

25 

Composition globale du milieu reactionnel : 

Phase aqueuse : H 2 0 43,40 g 

HEC 2,61 g (6 %/eau) 

30 NH 3 5,00 g (1 mol/l) 

E. Coli 4 g (soit 1 g de cellules seches) 
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Phase organique : Arlacel 83® 17,35 g 

IsoparM® 850 g 



tetramethylorthosilane • 



TMOS 28,5 g 



5 

Preparation de la phase aqueuse : 

On homog§neise le HEC dans I'eau 6pur§e au bain marie a 40°C 
pendant 20 minutes environ. On obtient ainsi un melange visqueux jaune 
10 limpide. On y ajoute alors les cellules puis la solution aqueuse ammoniacale. 

Preparation de la phase organique : 



Preparation de Temulsion : 

La phase organique et la phase aqueuse sont emulsifiees a Paide 
d'un Ultratunrax®, on obtient ainsi une emulsion eau/huile prdsentant une 
20 stabilite de plusieurs heures. La taille des gouttelettes est voisine de la dizaine 
de microns. 

Svnthese des capsules : 

25 Dans un tricol de 2 litres muni d'un barreau aimante, on introduit 

I'emulsion preparee pr^cedemment. 

On y ajoute le tetram§thylorthosilane TMOS(28,5 g) avec un debit 
de 0,5 ml/min. (duree de Introduction de TMOS = 1 heure) a 25°C. 

30 Les particules obtenues sont s6par§es et Iav6es au methanol puis 

2 fois au tampon phosphate par centrifugation puis sechees a temperature 
ambiante pendant une nuit. 



On solubilise I'Arcacel 83* dans Tlsopar M®. 



15 
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Caracterisations : 

La taille des particules de silice qui constitue Pecorce est voisine 
de quelques nanometres. 
5 Les capsules pr6sentent une taille de I'ordre d'une dizaine de pm 

(MEB). ^encapsulation des bacteries est parfaitement visualisee par MET 
(microscopie electronique de transmission), ainsi que la porosite de la capsule. 

Les photographies presentees en figures 1 et 2 rendent compte de 
10 I'aspect de ces capsules. 

Exemple 2 : determination de l'activite enzymatique des biocapsules 

is L'activite enzymatique de la (3-galactosidase de E. Coli est 

determin§e apres hydrolyse enzymatique du para^iitrophenyle-p-D-galactoside 
(p-NPG) en p-nitrophenol. La mesure quantitative du p-nitrophenol par 
spectrophotometrie permet d'en deduire l'activite enzymatique des biocapsules. 

20 L'activite enzymatique des biocapsules de I'exemple 1 est 

exprimde en pmole/h/mg de CS (cellules seches), ceci comparativement a la 
bioactivite des cellules de depart. L'activite enzymatique des cellules de depart 
est de 0,2 pmole/h/mg de CS, le rendement d'activite des biocapsules est 
d'environ 50 %. L'activite des cellules est done bien pr6serv6e. 

25 

Exemple 3 : Obtention de capsules de silice. avec une taille des particules 
constituant l'6corce de quelques nanometres. 

30 Composition globale du milieu r6actionnel : 
Phase aqueuse : H 2 0 43,40 g 

HEC 2,61 g (6 %/eau) 

NH 3 5,0 g (1 mol/l) 
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E. Coli 4 g (soit 1 g de cellules seches) 
Phase organique : Arlacel 83® 17,35 g (2,04 %/lsopar) 

IsoparM® 850 g 
TEOS 39 g 

Preparation de la phase aqueuse : 



On homog§neise le HEC dans I'eau epur6e au bain marie a 40°C 
pendant 20 minutes environ. On obtient ainsi un melange visqueux jaune 
10 limpide. On y ajoute alors les cellules puis la solution aqueuse ammoniacale. 



Preparation de la phase organique : 

On solubilise I'Arcacel 83® dans Nsopar M® 
Preparation de ['emulsion : 



La phase organique et la phase aqueuse sont emulsifiees a I'aide 
d'un ultraturrax, on obtient ainsi une dispersion eau/huile pr§sentant une 
20 stabilite de plusieurs heures. La taille des gouttelettes est voisine de la dizaine 
de microns. 



Synthase des capsules : 



25 Dans un tricol de 2 litres cfun barreau aimante, on introduit 

I'emulsion prepare precedemment. 

On y ajoute le silicate cfethyle (39 g) avec un debit de 0,8 ml/min 
(dur6e de Introduction de TEOS = 1 heure) a 25°C. 

Les capsules obtenues sont separees et lavees 1 fois a Tethanol 
30 puis 2 fois au tampon phosphate puis sechees a temperature ambiante pendant 
une nuit. 
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Caracterisations : 

La taille des capsules est comprise entre 1 et une dizaine de urn 

(MEB). 

La taille des particules de silice constitutrices de I'ecorce est de 
quelques nanometres. Les observations faites par MET mettent clairement en 
evidence I'encapsulation des bacteries par la capsule de silice. 




Exemple 4 : Obtention de capsules avec TMOS et co-alcoxvde frNHO = 
0.1 mol/h. 

Composition olobale du milieu reactionnel : 

Phase aqueuse : H 2 0 43,40 g 

HEC 2,61 g (6 %/eau) 

NH 3 0,37 g soit [NH 3 ] = 0.1 mol/l 

E. Coli 4 g (soit 1 g de cellules seches) 

Phase organique : Arlacel 83® 1 7,35 g (2,04 %/lsopar) 

IsoparM® 850 g 

Phase organique 2 : TMOS 22,8 g 

O-TMOS 5,7 g 

Preparation de la phase aqueuse : 

On homogeneise le HEC dans I'eau epuree au bain marie a 40°C 
pendant 20 minutes environ. On obtient ainsi un melange visqueux jaune 
limpide. On y ajoute alors les cellules puis la solution aqueuse ammoniacale 
(0.37 g). 

Preparation de la phase oroanioue 1 : 



On solubilise I'Arcacel 83® dans I'lsopar M®. 
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Preparation de I'emulsion : 

La phase organique 1 et la phase aqueuse sont emulsifiees d 
I'aide tfun ultraturrax, on obtient ainsi une dispersion eau/huile prSsentant une 
stabilite de plusieurs heures. La taille des gouttelettes est voisine de la dizaine 
de microns. 

Mode op6ratoire : 



Dans un tricol de 2 litres muni tfun barreau aimante, on introduit 
I'emulsion prepare precedemment. 

On y ajoute le melange cfalcoxydes (phase organique 2) avec un 
debit de 0,5 ml/min (la duree de Introduction est de 1 heure) a 25°C. 
15 Les particules obtenues sont se parses et lavees au methanol puis 

sech§es d temperature ambiante pendant une nuit. Les particules ainsi 
obtenues sont hydrophobes. 



Caracterisations : 

La taille des particules est comprise entre 1 et une dizaine de pm 

(MEB). 

La taille des particules de silice constitutrices de Tecorce est de 
quelques nanometres (MET). 



25 
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REVENDICATIONS 

1. Capsule minerals constitute dune ecorce minerale et d'un 
noyau liquide dans lequel est immobilisee au moins une matiere active 
biologique. 

2. Capsule selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
I'ecorce minerale est constitute d'au moins un oxyde et/ou hydroxyde 
d'aluminium, de silicium, de zirconium et/ou d'un metal de transition. 

3. Capsule selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce 
que I'ecorce minerale est constitute d'au moins un oxyde et/ou hydroxyde de 
silicium, aluminium, titane et de zirconium. 

4. Capsule selon la revendication 3. caracterisee en ce que 
I'ecorce mintrale comprend au moins un oxyde de silicium. 

5. Capsule selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le milieu liquide constituant le noyau de ladite capsule 
correspond au milieu biologique naturel de la matiere active biologique 
immobilisee. 

6. Capsule selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le milieu liquide constituant le noyau de ladite capsule 
est propice a la conservation de la structure et Pactivite de la matiere active 
biologique immobilisee. 

7. Capsule selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisee 
en ce que le milieu liquide constituant le noyau de ladite capsule est propice au 
developpement interne de la matiere active biologique immobilisee. 

8. Capsule selon I'une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la matiere active biologique est choisie parmi les 
organismes cellulaires comme les microorganismes de type bacteries, levures, 
champignons, algues, cellules cforigine animale ou vegetale, les enzymes ou 
proteines. 

9. Capsule selon la revendication 8, caracterisee en ce qu'il 
s'agit de cellules ou organismes vivants. 

10. Capsule selon I'une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle possede une taille comprise entre 1 et plusieurs 
dizaine de micrometres. 
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11. Capsule selon rune des revendications pr6c§dentes, 
caracteris§e en ce que son ecorce minerale possede une epaisseur variant 
entre 1 et 200 nm. 

12. Procede pour la preparation de capsules selon Tune des 
5 revendications 1 a 1 1 , ledit procede comprenant 

1 ) la mise en emulsion dun milieu liquide contenant au moins une 
matiere active biologique au sein cfune seconde phase non miscible avec ledit 
milieu liquide de maniere a I'y disperser sous forme de gouttelettes, 

2) la mise au contact, au sein de I'emulsion ainsi obtenue, d'au 
10 moins un compose hydrolysable et polycondensable de zirconium, silicium, 

aluminium et/ou un metal de transition dans des conditions de temperature et 
de pH propices a la formation d'un precipite constitue de I'oxyde ou I'hydroxyde 
correspondant et 

3) la recuperation des capsules min£rales ainsi form6es et le cas 
15 echeant leur purification, 

ledit procede etant caracterise en ce que la formation du precipite mineral dans 
la seconde etape est conduite en presence d'un systeme tensioactif amphiphile, 
present au niveau de I'emulsion et capable de concentrer le depot des 
particules minerales dudit precipite forme § ('interface des gouttelettes et de la 
20 seconde phase et de bloquer efficacement leur diffusion au sein destfites 
gouttelettes. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le 
systeme tensioactif amphiphile resulte de I'interaction in situ entre un premier 
compose present dans la seconde phase et un compose present dans le milieu 

25 liquide. 

14. Procede selon la revendication 12 ou 13, caracterise en ce 
que le systeme tensioactif comprend au moins un tensioactif dote d'une valeur 
HLB inferieure d 7. 

15. Procede selon rune des revendications 12 a 14, caracterise 
30 en ce que le tensioactif present dans la seconde phase est un ester de sorbitan. 

16. Procede selon rune des revendications 12 a 15, caracterise 
en ce que le compose present dans le milieu liquide est un derive de cellulose. 
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1 7. Procede selon I'une des revendications 1 2 a 1 6, caracterise 
en ce que I'emulsion est obtenue mecaniquement et/ou par sonication. 

18. Procede selon Tune des revendications 12 a 17, caracterise 
en ce que le compose hydrolysable et polycondensable repond a la formule 
generale II : 

M(R)„(P) m || 

dans laquelle : 

- M represente un element choisi parmi le titane, manganese, fer, cobalt, 
nickel, silicium, aluminium ou zirconium, 

- R est un substituant hydrolysable, 

- n est un entier compris entre 1 et 6, 

- P est un substituant non hydrolysable et 

- m est un entier compris entre 0 et 6. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
s'agit de preference d'un alcoxyde de silicium. 

20. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que 
I'alcoxyde de silicium est choisi parmi les tetramethylorthosilicate, 
tetraethylorthosilicate et tetrapropylorthosilicate. 

21 . Procede selon I'une des revendications 12 a 20, caracterise 
en ce que la formation du precipite est conduite en presence d'un agent 
d'hydrolyse et de condensation dudit compose. 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce que 
I'agent d'hydrolyse et de polycondensation est I'ammoniaque. 

23. Utilisation des capsules selon I'une des revendications 1 a 
11 dans les domaines de fermentation, biomedicaux, alimentaires et en 
Industrie chimique. 
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